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軟骨性腫瘍 に お ける 問質の 性状 ． 特に工X型 コ ラ ー ゲ ン の 分布特性 を内軟骨腫 7例 ， 軟骨肉腫10例
に つ い て胎児軟骨 と比 較し て 検討 した ． ヒ ト胎児お よ びノJl児の 肋 軟 骨 か ら 精製 し た工X型 コ ラ ー ゲ ン を
ラ ッ トに 免疫 し て工X型 コ ラ ー ゲ ン に 特異的な抗体 を作製 し ． 本抗体と ， 既 に作製済み の 抗工 型 ， n型 ，
m 型 ， V型 お よ びVI塾 コ ラ ー ゲ ン の 抗体 を用 い て そ の 局在 に つ い て 観察し た ． 胎 児軟骨 では ． H 型お よ
び工X型 コ ラ ー ゲ ン が軟骨基質に 均等 に び ま ん 性に 分布し ， 軟骨細胞の 周囲 に はIX型 コ ラ ー ゲ ン が局在 す
る 特徴が あ っ た ． 工型 ， 1工l型お よ び V 型コ ラ ー ゲ ン は陰性で あ っ た ． 内軟骨腫 お よ び軟骨肉腰異型度 1
の 基質は胎児軟骨 と ほ ぼ同様の 性状 を示 し たが ， 1X型 コ ラ ー ゲ ン が 不 規則 に 分布す る傾向が あ っ た ． 軟
骨肉腫 で は ． 組織学的異 型 魔の 増加 と と も に 問質型 コ ラ ー ゲ ン H 型． IIl型 ． V 型1 が 沈着 し ， VI型 コ
ラ ー ゲ ン が び ま ん性 に 出現 し ， lX型 コ ラ ー ゲ ン は H型 コ ラ ー ゲ ン と と も に 減少 し弱陽性 に 染め 出さ れ る
に す ぎな か っ た ． 従 っ て ， 腫瘍性軟骨の 特徴 は ， H 型コ ラ ー ゲ ンの 免疫染色性の 減弱化に 先立ちIX型 コ
ラ ー ゲ ン が 不均等に 分布 す る こ と ， 並 び に 組織学的異型度の 増加 と と も に 本来 の 軟骨性 コ ラ ー ゲ ン に
代 っ て 非軟骨性問質塾 コ ラ ー ゲ ン が沈着 す る こ と で あ っ た ． ま た
，
軟骨性腰 瘍 に お ける 問質構成分の 多
様性が悪性度の 指標と な る可 能性 が示 唆 き れ た ．
Key w ords cho ndr os a rc o m a， e n Chondrom a， C Ollagen， im munohisto chemis－
try
軟骨コ ラ ー ゲ ン の 構成要素の叩一 つ で あ る工X 型コ ラ ー
ゲ ン は
，
4 個の 非 ヘ リ ッ ク ス 領域 くNCIJ b NC 射 と
C O Ll， C O L2， C O L 3の 3個の ヘ リ ッ ク ス 領域 を も つ
フ ァ シ ッ ト tfibrila s s o ciated c ollage n with inte r r u．
pted triple helix， F A C I Tl コ ラ ー ゲ ン で あ り 1 Lr l
くl乱 打 2 く1Xl， ぽ 3 く工礼 の 3 本の 異な っ た 庇 鎖よ り
構成さ れ て い る1－2，． IX 型コ ラ ー ゲ ン は
，
H 型 と X 工 型
コ ラ ー ゲ ン に よIrプ形 成 され る コ ラ ー ゲ ン 細線推上 に 規
則的 に 配列 し3 ト5，， 線 椎の 太 さ を 規制 す る と と も に
N C4 領域 を 介し て周辺 の マ ト リ ッ ク ス 成 分 と の 視 和
性 を高 め る の に 関与 し て い る と 考 え ら れ て い る6 I，
従 っ て
， 正 常軟骨 で は ， プ ロ テ オ ブ リ カ ン と工I 型，
Xト型お よ び工X型 コ ラ ー ゲ ン が 有機的 に 統 合さ れ ， そ
れぞれ 軟骨基質内で は び ま ん性 に 分 布 し てし1 る とし1う
特徴が あ る7，． 軟骨性腫瘍 に お け る こ れ ら の 成 分 の 量
的 ， 質的変化に つ し1て は最近し1く つ か の 報告が み ら れ
る ． た と えば 軟骨肉腫 の フ ロ テ オ ブ リ カ ン に つ い て
は
， その コ ア蛋 白が 正 常軟骨 に 比 べ て長 さが 短 い と い
う 報告即 や ， 悪 性度の 高 い 軟骨肉腫で は ケ ラ タ ン 硫 酸
の 量 と 側鎖の 長さ が 正 常軟骨 に 比 べ て減 少す る と い う
報告朗 な ど が あ る ． ま た ， 軟 骨肉腫 に お け る 型 別 コ




的異型度の 増加 と とも に H 型コ ラ ー ゲ ン の 免疫染色性
が低下し ． 問質型 コ ラ ーゲ ン り 型 ， 1 1型 言い 削 が沈
着し ， V工型 コ ラ ー ゲ ン が び ま ん性 に 分 布す る よ う に な
り
，
この こ と が悪 性度の 指標と し て 有用 で あ る と報告
し て い る ． し か し
． 軟骨基 質の 主 要成分 の 一 つ で あ る
IX 型コ ラ ー ゲ ン が腫瘍内 で H 型コ ラ ー ゲ ン と 同様 の 分
A bbre viatio n s ニA B C， a Vidin biotin c o mple x三 A L P， alkalin e phosphatas ei C N Br，
Cya noge n br o mide三 D A B， dia minobentidinei D E AE， diethyla mino ethyl芸 E D T A，
ethyle n edia mine tetra ac etic a cidニ E LIS A， e n Zym e－1inked im mun o s o rbent ass ay 三 H．E． ，
he m atoxylin a nd e osin三 H M W， he a vy m ole c ular w eightfr agm e ntsニL M W， 1ight m olec ula r
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Fig． 1． Outlin e of the pu rific atio n pr o c edu r e u s ed
fo ris olatio n of type sII， XIa nd IX
c ollage nfr o mthe hum a nhyalin e c a rtilage ． s up，
S upe r n ata nt三 p pt， pr e Cipitate
w eight fr agm ents三 N E M， N－ethylm aleimideニ P B S， pho sphate buffer ed s alin e三 P MS F，
phe nylm etha n es ulfo nyl flu orideニ SD， Spragu e
－ Da wley ニ S D SrP A G E， S Odiu m dodecyl














布をとる の か ， ま た は他 の 分子 種と どの よう に か か わ
り合い ト 腫瘍性基質 を形成 し て い る の か に つ い て は十
分解明さ れ て い な い ． 今回著者 は ， ヒ トIX 型コ ラ ー ゲ
ン に対 する 特異抗体 を作成 し ， これ を用 い て軟骨性腫
瘍に お ける 型別 コ ラ ー ゲ ン の 分布の 特性 に つ い て調 べ
た ．
材料お よ び 方法
王 ． 型別 コ ラ ー ゲ ン の 調整
ヒ ト胎児 およ び小児の 肋 軟骨く湿重畳約 50gIを ． 軟
骨膜を除去 した 後 に ， 脱脂済み カ ミ ソ リ 刃 に て細切 し
た ． ス テ ン レ ス 製乳鉢お よ び 乳棒 で液体窒素 を加 え な
がら 粉砕後 ， 血液成分 を除く た め に ， 中性 蛋白分解酵
素阻害剤くethylen edia min etetr a a cetic a cid， E D T A
5m M ニ N
－ ethylm aleimide， N E M 2m M ニ phenylm eト
ha n e sul fo nyl flu o ride， P M S Flm Ml を含 む 50m M
Tris－H ClくpH 7．51 緩衝液 を用 い て 4
O
C で 洗浄 し た ．
以後の 実験操作 は ． こ とわ り が な い か ぎ り． す べ て 4
0
C で行 っ た ． 次 に プ ロ テ オ グリ カ ン 等の 非 コ ラ ー ゲ ン
蛋白質を除去 す る た め に ． 中性蛋白分解酵素阻害剤 を
含む 1 M NaCll150m M Trisq HClくpH 7．51 緩衝液を 用
い て 4回 洗浄 し た ． 遠心 し て 上 清 を 除 き ， 沈 澱 を
500ml の 0．5 M 酢酸 に 牌濁し ， ペ プ シ ン くBo e ringer
Ma n nheim Co ． ， M a n nheim ． Ger m a nyl を 1m glmlの
濃度 に な る よ う に 加 え ， 24時 間後 に 抽出 し た ， 抽 出
後， 遠心 く10000g， 1時間I に よ り ， 上 宿 を分 離 し た ．
こ の 抽出操作 を 2桓1行 い
，
計11 の抽出上 浦 を得た ． 上
清の ペ プ シ ン を 不活性化す る た め に
．
6 N の 水酸化 ナ
tl リ ウム を加 え上 浦 の pH を8 と し ， 24時間放置後 ，
遠心く100 00g ， 1 時間j に よ り 了不活 性化 し た へ プ シ ン
を除い た ． ニ の 上 清 を工l型 ， X I型 お よ びIX 型コ ラ ー
ゲ ン調整の 出発材料と し ， Re e seら の 方法11，を 一 部改
良し た方法で
．
それ ぞれ 単離し たく図1ト 型 別コ ラ ー ゲ
Table l． Experim e ntal c o ndit o n s of E LIS A
inbibitio ntests
1－ Co n c e ntr atio n of a ntigen c o ated in w ellこ1Ollgl m1
2． Ditutio n oflst a ntibodyニ X lOO
3． Antige n u s ed fo rinhibito ni
lOto 5000nglmi ofe a ch ty pe of c o11age n
pr ein c ubated with lst a ntibody fo rl hr at37
0
C
4－ Dilutio n of A L P－1abeled 2nd a ntibodyこ X500
5． Substratefo r e n zym eくA L Pl
para nitropheyl pho sphate l tabノ5 ml of die－
tha n ola min ebuffe r
1st a ntibody， rat a nti－hu m a nty pe DこくH M WIc ol，
1agen a ntibodyi2nd a ntibody， r ab bit a ntiTr at工gG
ン調整の 各段階 に お い て ， S D S－ ポリ ア ク リ ル ア ミ ド
ゲ ル 電気泳動法ts odiu m dode cyl s ulfate－pOlya cryト
a mide gel ele ctrophoresis，S D S．P A G EJに よ り12I各型
コ ラ ー ゲ ン の 同定 を行 っ た ． 単離 した各型 コ ラ ー ゲ ン
に つ い て は
， 細菌性 コ ラ ゲ ナ ー ゼ フ ォ ー ム 1工IくA dv む
n c eBiofa ctu r esCo ．， Ne w Yo rk， U S AJ で 消化 し た
後． S D S－ P A G Eに よ り解析 し ， 非 コ ラ ー ゲ ン 蛋白質
の 有無 を確認し た13I．
工工 ． ヒ ト1X 型コ ラ ー ゲ ン の 精製
ペ プ シ ン 処理 で 抽 出され た コ ラ ー ゲ ン溶液 を 2．O M
NaClノ0．5 M 酢 酸溶液 に 対 して透析 した場合 に 生 じ る
沈澱 は ， 大 部分が工X型 コ ラ ー ゲ ン で ある が ， わ ず か に
XI 型コ ラ ー ゲ ン が混入 し てい た ． こ の 部分精製状態
のIX 型コ ラ ー ゲ ン を完全 に 精製 す る た め に ， Bio． Ge1
5m くB I DrR A D Labn o r ato ries， Richm o nd， U S Aンを用
い た ア ガ ロ ー ス カ ラ ム ク ロ マ ト グラ フ ィ を行 っ た ． す
な わ ち ， 2 ． O M NaCl10． 5 M 酢酸分画 を 1 M CaC121
5Om M Tris－ H ClくpH7．5U2m M N E MIO．02 NaN3綾衝
液 に 透析 し4 2
0
C で30分間変性さ せ た後 ， 同液 で 平衡化
した Bio －Ge1 5m ア ガ ロ ー ス カ ラ ム ク ロ マ ト グラ フ ィ
く1．5X90c 皿ナ に 供 し た ．
III． 抗 ヒ ト1X 型コ ラ ー ゲ ン 抗体の 作製
ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に て精製し た と 卜工X型 コ ラ ー
ゲ ン the avy m ole c ular w eightfr agm ents， H M Wlを
Spr agu e－ Da wleyくS Dl ラ ッ ト く7週齢 ， オ ス1 に 免疫
し
． 抗血 清 を得 た ． 初回 感作量お よ び追加感作量 はと
も に
，
250声 g と し ． 合計4 回感作し た ． 抗血 清 は i ヒ
ト H 型コ ラ ー ゲ ン を結合さ せ た活性化 C H－Sepha r o s e
4B tP ha r m a cia L K B Biotechn olog y， Up ps ala ．
Sw ede nl カ ラ ム を 用 い て 交叉 反 応 す る 成 分 を除 い た
後に ， diethyla min oethyl のE A El セ ル ロ ー ス ク ロ マ
ト グラ フ ィ を行 い ， ア ル ブ ミ ン な どの 血 清主要蛋 白 を
除去し た ． 精製 し た抗 ヒ ト1X 型コ ラ ー ゲ ン抗体 の 型特
異性 は表 1 に 示 し た条件で ， エ ラ イ ザ くe n zym e－1inke．
d im m u n o s o rbe nt a ss ay， E L IS Al 法に よ る阻 害試験
1ヰ，お よ び ウ エ ス タ ン プ ロ ツ テ ィ ン ブ法1
5 卜 1丁一に よ り 検定
し た ． な お
，
エ ラ イ ザ 法 に お し 1て は
．
二 次抗体 と し て
50O倍 希釈し た alkalin epho sphata seしA L P I標識 ヤ ギ
抗 ラ ッ ト IgG くCap pelt Co chra nville， U S A I を 用
た ． ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ法 に お い て は ． ク リ ア
プ ロ ッ ト ． P 膜 tア ト ー ． 東京1 に 転写 し ， 二 次 抗体と
し て200倍希釈し た ビ オ ナ ン 化 ラ ビ ッ ト 抗 ラ ッ ト 工gG
くVecto rLabo r ato rie sIn c． ，Bu rlinga m e， U S Al を用い
た ．
王V ． 対 象
ヒ ト胎児軟骨 く大腿骨軟骨 2例三 肋 軟骨 1例1内軟骨
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腫17例1 お よ び 軟骨肉腫 く異型 度 1 ， 5 例三 異 型 度
2 ， 3 例工 具型 度3 ， 2例J を， 組織学的な ら び に 免疫
組織化学的 に 検討 した ． く表 21． 組織学的 に は ， 10％
緩衝 ホ ル マ リ ン 固定後 ， パ ラ フ ィ ン切 片を作製 し ， へ
マ ト キ シ リ ン ． エ オ ジ ン くhern ato xylin a nd e o sin，
H ．E．1染色 ， P A S染色， ア ザ ン 染色お よ び鍍鍍染色を
施 し た ． 軟骨肉腫 の 異 型度分類 は ， Evans らの 方法
1 81
に 従 っ て 分類 し た ．
V
． 免疫組織化学的検索
上記 の 症例 に つ い て ， 免疫組織化学的に1X 型コ ラ ー
ゲ ン の 局在 を検索 し た ． ま た ， 当教室 で 精製 し た 1
型 ， 工 型 ， 1工1型 ， V 型お よ びVl型 コ ラ ー ゲ ン に 対す る
型 特異的抗体
19卜221を用 い て 各型別 コ ラ ー ゲ ン の 分布に
つ い て も合 わせ て検討し た ． 抗1X 型コ ラ ー ゲ ン 抗体お
よ び抗 H塾 コ ラ ー ゲ ン 抗体を 用しユる 免疫染色の 場合に
は ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン切 片 を脱パ ラ フ ィ ン し ，
0．05％プ ロ テ ア ー ゼ Ty pe X X I VくSigm a C hemic al




0．5％ ヒ ア ル
ロ ニ ダ ー ゼ くS igm a ChemicalCo ．J で37
0
C 2時間処 理
した ． つ ぎに
，








F ig． 2． S D S－P A G Eく6％ total a c ryla midelpatte．
rn of ty pe s II， X Ia nd IXc ollage n is olated
fr o m the hu m a nhyalin e c a rtilage． La n e sl，
2， 3 a nd 4 a rety pe sII， XI， IXa nd Ic ollage n
re spe ctiv ely． La n e sl to 4 a r e el ctr opho r e sed
Witho ut redu ctio n． Sm al a rrowhe ads sho w
the electr opho retic po sitio n s of a chains of
e a ch c ollagen． La rge a rr o whe ads indicate
H M Wa nd L M Wofty peIX c ollage n．
Table 2． 3 c as e s of hu man fetu s and 17c a s es of c a rtilagin o ustu m o r s
Cas e
ロ Fetu s3 m o nth
2 Fetu s9 m o nth
3 Fetu slOm o nth
Age Se x Lo c atio n H istolog y
4 31 M Lt ha nd phala n x En cho ndr o m a G O
5 1 5 F Lt ha nd phala n x En cho ndr o m a GO
6 31 M Rtfo ot phala n x En cho ndr o m a G O
7 17 F Lt ha nd rn eta C a rpu S En cho ndr o m a G O
8 5 F Rtha nd phala n x En cho ndr o m a G O
9 57 M Lt hu mer u s En cho ndr o m a G O
10 18 F Rt c o sta En cho ndrom a GO
田 56 M Rt tibia Cho ndr o sa r c o m aGl
12 70 M Rt c o sta
H Cho ndr o sa r c o m aGl
13 48 M Rt tibia Chondro sar c o m aGl
14轟 46 F Ltischiu m Cho ndr o sa r c o m aGl
15 30 F Ltfe m u r Cho ndr o sa r c o m aG l
16轟 60 F Rtfe m u r Cho ndr osarco m aG 2
17 53 F Rtfe m u r Cho ndr o sa r c o m aG 2
18 65 M Rtfe m u r Cho ndr o sa r c o m aG 2
19 17 F Ltfe m u r Cho ndr o s ar c o m aG 3
20 71 M Rt c ru ral s oft tiss u e Cho ndr o sa r c o m aG 3
M ， m aleニ F，femalei Lt， 1eft三 Rt， righti G， gT ade
＋ 011ie r
，
s dis e a s e
＋． Spe cim en obtain ed re c u rr e nt chest w alltu m o r
軟骨性腫瘍のIX型 コ ラ ー ゲ ン
30分間反応さ せ て 内因性 ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ活性 を阻止
した ． 抗I 型， 1Il 型， V 型， V工型 コ ラ ー ゲ ン 抗体の 場
合に は ， プ ロ テ ア
ー ゼ 処 理後 ， 直 ち に 1 ％過酸化水素
加無水 メ タ ノ ー ル に30分間反応 させ て 内因性 ペ ル オ キ
シダ ー ゼ活性を 阻止 した ． 一 次抗体 と し て ， 抗IX型抗
体は50倍 に 希釈 し ， 抗 工 軋 Il 型， III 型， V 型お よ び
VI型抗体 は ， それ ぞれ40倍 ， 20倍 ． 40倍 ， 20倍 ， 200倍
に 希釈 して 使用 した ．
そ れ ぞれ の
一 次抗体 を 40C で 一 晩反 応 さ せ た ． つ ぎ
に 冷 pho sphate buffered s alin eくP B Slで10分F乱 3
回洗浄 し た後 ， 200倍 に 希 釈 し た 二 次 抗体 り 型 ， m
軋 V型お よ びIX型 コ ラ ー ゲ ン に 対 し て は ， ビオ チ ン
化ウ サ ギ抗 ラ ッ ト1gG 抗体 を ， H型 ， VI型 コ ラ ー ゲ ン
に対し て は ， ビオ チ ン 化ヤ ギ抗 ウ サ ギIgG 抗体 を 用 い
1 2 3 卑 5 6 7
Fig． 3， S D S－P A G Eく5％ total acrylamidelpatte－
rn of ty pe s II， X Ia nd IXc ollagen with or
Without ba cte rial c oliage n a s edige stio n under
n o nredu c ed c o nditio n． La n el
，
O nly ba cte rial
C Ollage n a seニ1a n e s2 a nd 3． ty pe IIc ollage nこ
1a n es4 a nd 5， ty Pe X Ic ollage nこ1a n e s6 a nd
71 tyPe IXc ollage n． La n e s2， 4 a nd 6 a re
Witho ut c ollage n age digestio n． a nd la n e s3， 5
a nd 7a re with collagena sedige stio n． Arr o w，
he ad indic ates that of ba cterial c ollage n a se
de riv ed fr o m Chlo stridiu m histolytic u m．
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たンを30分間反応 さ せ て ， 冷 P B S で10分間 3回 洗浄 し
た ． な お ビ オ チ ン化抗体 は Ve ctor杜の 製品 を使用 し
た ． つ ぎ に
，
ア ピ ジ ン ． ビ オ チ ン ． コ ン プ レ ッ ク ス
くa vidin biotinc o mple x， A B Cl を3 0分間反応 さ せ た
後 ， 冷 P B S で10分間3回洗浄 し ， ジ ア ミ ノ ベ ン ヂ ン
くdia min obe ntidin e， D A Bl 反応 を行 っ た ． D A B反応
後 ， 流水で 水洗 し ， へ マ ト キ シ リ ン に て核 染色 を行
い
， 脱 水 ． 透徹 ． 封 入 を施行 し ， 各型別コ ラ ー ゲ ン の
局在 を光学顕微鏡に て検索し た ． なお ， 対照 と し て ．
一 次抗体 の か わ りに 正 常ラ ッ ト血清ま た は正 常 ウ サ ギ
























1 2 3 4 5 6 7 89
Fig． 4． くal Gel filtr atio n chr o m atogr aphY O n
agar o s eBio －Ge1 5m ． SaltLPr eCipitated c olla－
ge n obtain ed at2．O M NaC llJO．5 M a c etate w a s
dialys ed again st lM CaCIJ50m M．tris －H Cl
くpH7．51ノ2m M N E M． T his sta rting s a mple
W a Sden atured for3O min． at 42
O
C， ap Plied to
the B io ．Gel c olu m nく1．5x 90c ml a nd eluted
With the s a m ebuffe r． くblSa mple s a r e s ubje．
Cted to S D S－P AGE く6％ total a c ryla mideJ
Witho ut redu ctio n and the gel is stain ed with
Silv e r nitr ate ． Lane s l to 9 sho w sta rting
Sa mPle， fr a ctio n n u mber25． 34， 43， 46， 5O， 60，
65， 72， re Spe Ctiv ely．
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成 績
工 ． H 型 ノ X I型 お よ ぴIX 型コ ラ ー ゲ ン の 性状
ヒ ト胎児お よび 小児の 肋軟骨 か ら 単離さ れ た H型 ，
X l型 お よ びIX型 コ ラ ー ゲ ン の S D S－P A G Eの パ タ ー
相 川8 川口8 10008
Fig．5． E LIS A inh bitio ntest ofthe a ntibody to
ty pe IXくH M WI c ollage n． T he experim e ntal
C O nditio n s a re e xplain ed in table l． T he
O rdin ate sho w s％ optim al de n sity c o mpa red
With that of n o n－inhibited c o nditio n， a nd the
absciss a sho w sthe c o n c e ntr atio n of c ollage n
くa ntige nl u s ed fo rinhibitio n． － O h ， ty pe I
C Ollagenニ
ー 書 － ， ty peIIc ollage nニ q ロ ー ， ty pe
IIIc ollage ni
－ d － ，ty pe IVc ollage ni － A － ，
ty pe V c ollageni
－ ム ー ， ty pe VIc ollage nニ
ー 一 シーー ， type X I c ollageni 一 書 － ， ty pe IX
C O11age n．
1 2 3 4 5 1 2 3 年 5
Fig． 6． W e ste r nblotting of a nti－hu man ty pe IX
C O11age n くH M Wl a ntibody． くAI Collagen s
W e retr a n Sfer ed fr o m 5％ S D S．P A G Egel to
Cle a r blot m e mbr a n e－ p a nd stain ed with
Au r oDye ． La n el， ty pe I c ollage n三1a n e2，
ty pe IIc ollage n三 1a n e3， ty pe V c ollage nニ
1a n e4， ty pe IX c ollageni la n e5， ty pe X I
C Ollage n． くBI W e stern blot analysis of type s
I， II， V， IXa nd XIc ollagen u slng a nti．hu m a n
ty pe IXc ollage n a ntibody．
ン を図 2 に 示 し た ． 各 コ ラ ー ゲ ン 分 子 の ぼ 鎖 に 注目し
て み ると
， 軟骨 マ ト リ ッ ク ス の主 要成分 で ある H 型コ
ラ ー ゲ ン は
，
3本の 庇 1 くm 鎖か ら な る ホ モ ト リマ ー
で構 成さ れ て お り ， Xト型 コ ラ ー ゲ ン は ば 1 くX工ナ， 庇
2くX 工ン お よ び 庇 3 くXエー 鎖か ら構成さ れ て い る ． IX型
コ ラ ー ゲ ン も ぽ 1 く1刃， ぽ 2く工杓 お よ び ぽ 3く工刃鎖か
ら構成さ れ て い るが ， 分子 内 に ペ プ シ ン 感受性部分が
存在 す る た め ， 電 気 泳 動 上 で は H M Wくhe a vy
m ole c ula r w eight fragm e ntsJ と L M W くIight
m ole c ula r w eightfragm entsJと い う 2 つ の 断片とし
て 認 め ら れ ， こ の 結果 は 従来 の 報告 に 一 致 し て い
た
4 帥 －
． 各 コ ラ ー ゲ ン を 細 菌性 コ ラ ゲ ナ ー ゼ で 消化
後 ， S D S－P A G Eで 解析 した結果 ． い ず れ の コ ラ ー ゲ
ン 画分に お い て も
，
S D S－P A G Eで認 め ら れ た す べ て
の バ ン ドが 消失 した く図 3ト IX型 コ ラ ー ゲ ン 画分に わ
ずか に 混入 す る X工型コ ラ ー ゲ ン を除 く た め に ， ゲ ル
ク ロ マ トグ ラ フ ィ を 施 行 し た ． こ の 結 果 を 図4 に 示
Fig． 7． Light mic r ogr aphs of hu m a n fetal
C a rtilage くc a s elJim m u no stain ed fo rty pe II
C Ollage nくal a nd type IXc o11age nくbl． Cartila－
ge m atrix is stain ed diffu sely with antibodies
to ty pe IIc ollage n a nd type IXc ollage n． X
300．
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す ． ゲル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に よ り 2 つ の ピ ー ク が 得 ら I工 ． 抗1X 型コ ラ ー ゲ ン 抗体 の 特異性
れた ． は じ め に H MW が， つ ぎ に L M W が溶出さ II 型ア フ ィ ニ デ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ お よ び D E A E
れ， 2 つ の ピ
ー ク間 に わ ずか に X 工型 コ ラ ー ゲ ン が 溶 セ ル ロ ー ス ク ロ マ ト グラ フ ィ に よ り精製し た抗IX 型コ
出され た ． ニ の よう に し て精製 したIX 型コ ラ ー ゲ ン の ラ ー ゲ ン 抗体 に 対 す る ． エ ラ イ ザ 法に よ る阻害試験 の
















Fig． 8． Light micr ogr aphs of e n cho ndro m aくc a s e引くa ， bl， Cho ndr o s a r c o m agr de lくC a S e11Hc， dl a nd
Cho ndro sarc o m agr ade 2くC a S e16H e， flim muno stain ed fo rty pe IIc ollage nくa． cl． ty pe IXc ollage n
くb， dl ty pe I c ollage nくeJ a nd type V c ollage ntfl． Ca rtilagin o u s m atric e s 。f ench。nd，。m a a nd
grade l chondr o s a r c o m a a r e stain ed diffu s ely with antibody to ty pe IIc ollage n． Ty pe IXc ollage n
is irr egula rlylocalized in the m atric es of e n cho ndro m a a nd gr ade l cho ndr o s a r c o m a－ Ty pe I a nd
type V c ollage ndistribute in the m atrix of grade 2 chondr o s ar c o m adiffu s ely． x 150くa， b， e， fl a nd
X300くc， dl
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同型 コ ラ ー ゲ ン に よ り選択的 に 抑制 され
，
他 の 塾 の コ
ラ ー ゲ ン で は ， 5000ngノml に お い て も抑制 さ れ な か っ
た ． ま た ， ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ法 に お い て もIX
型 コ ラ ー ゲ ン の H M W のみ バ ン ド が 確認さ れ た く図
61．
II工． 型 別 コ ラ ー ゲ ン の 分 布
1 ． 胎児軟骨
工工型 コ ラ ー ゲ ン 及び工X型 コ ラ ー ゲ ン は ， 軟骨基質 に
均等 に び まん 性 に分布 し て い た く図 71． H型 コ ラ ー ゲ
ン は ， 症例 1 で は軟骨細胞内に も 同定さ れ た が工X型 コ
ラ ー ゲ ン は ， 軟骨細胞内に は 陽性所見 は得ら れ な か っ
た ． VI型 コ ラ ー ゲ ン は ， 軟骨 細胞 の周囲 に 主 に 局在
し， 領域間基質 に もわ ずか に 陽性 を示 した ． 工 型 ， 工工I
型お よ び V型 コ ラ ー ゲ ン は 陰性 で あ っ た ．
2 ． 内軟骨腰
I工型コ ラ ー ゲ ン は ， 軟骨基質 に び ま ん性 ， 網状 に 分
布 して い た く図 8aI． こ れ に 対 してIX型 コ ラ ー ゲ ン は
軟骨基質 に び ま ん性 に 分布 して い る も の の ， 顆粒状 ，
線状な い し網状 に 反応産物が沈着 し ， と く に 軟骨細胞
周囲に 強く 染色 さ れ る傾向が見ら れ た く図8 bl． ま た，
H 型コ ラ ー ゲ ン は軟 骨細胞内 に も 一 部陽性 を示 したが
工X 型コ ラ ー ゲ ン は軟骨細胞内 に は 陽性所見は見ら れな
か っ た ． V工型コ ラ ー ゲ ン は 軟骨細胞 の周囲 に 分布して
お り ， 領域 間基質部分に も 一 部斑 状に み られ 正 常軟骨
と ほ ぼ 同様の 所見 であ っ た ， ま た 大 部分の 例で は工
型 ， 工II型お よ び V 型 コ ラ ー ゲ ン 染色 は 陰性 で あ っ た
が ， 症例 6の み で 軟骨基質 に ト型 と V 型 コ ラ ー ゲ ンが
一 部弱陽性 に 染 ま っ た ．
3 ． 軟骨肉月重
1プ 軟骨肉腫異型度 1
工王型 コ ラ ー ゲ ン は ， 軟骨基質 に びま ん性 ， 網状 に分
布 して い た く図8 cl． し か し ， 工工型 コ ラ ー ゲ ン抗体 によ
る 染色性 は必ず し も均 一 で は なく ， 一 部 で は芳馴犬に染
色さ れ た ． また ， 軟 骨細胞内に も 染 ま る こ とが あ っ
た ． こ れ に 対 し て工X型 コ ラ ー ゲ ン は ， 軟骨基質に 顆粒
状 ， 線状 な い し網状 に分布 し て お り ， と く に 軟骨細胞
周囲 に 強 く染色 さ れ る傾向や軟骨基質内で不規則 に染
ま る こ と が 注目 さ れ た く図8 dl． 軟骨細胞内 に は 陽性
Table 3． Co mpo sitio n of c o11age nty pesin hu m a nfetu s a nd c a rtilagino u stum ors
Ca s e Gr ade
Im m un O r e a Ctivity withtype－Spe Ci丘c
anti－C Ollagen antibodie s






































































































































































＋ ， pOSitiv ei 士 ， V a riably a nd faintly positiv eニ
ー
， n egativ ei
亡
， pOSitiv ein the cytopla sm
軟骨性腰瘍のIX 型コ ラ ー ゲ ン
所見は得 ら れ なか っ た ． VI型 コ ラ ー ゲ ン は ， 軟骨細胞
の 周囲に 染色 され る とと も に 領域間基質に も 弱陽性 を
示 した が ， 症例14で は軟骨細胞 周囲に 染ま る傾向が明
確で は な か っ た ． ま た ， 工 型 コ ラ ー ゲ ン は症 例12を除
き全例 で軟骨基質内 に 弱陽性 を示 し ， V型 コ ラ ー ゲ ン
は症例13 と14で 軟骨基 質内に 弱陽性 と な っ た ． 工II 型コ
ラ ー ゲ ン は陽性所見 を認め な か っ た ．
2 う軟骨肉腫異型度 2
H 型コ ラ ー ゲ ン で は ， 異型度 1 の軟骨肉腫 と ほ ぼ同
じ染色態度 を示 した が ， IX型 コ ラ ー ゲ ン で は ， 軟骨基
質に 対 す る染色性が や や 低下 し た ． 症例18 で は， 工1
型， IX 型 ともに 軟骨細胞内に 局在 し て い た ． 工型
，
川
型お よ び V 型コ ラ ー ゲ ン は ， 軟骨基質内で弱陽性 な い
し陽性 に 染ま る 部位 が見ら れ た く図 8e，fト ま た ， Vl 型
コ ラ ー ゲ ン は弱陽性 な が ら び ま ん性 に 染 ま っ た ．
31 軟骨肉腫異型 度 3
II型お よ び1X型 コ ラ ー ゲ ン は ， 軟骨基質 に 対 する 染
色性が低下あ るし1は 消失し て い た ． ま た ， 王工型 ， IX 型
と も に ， 軟骨細胞内に 陽性所見 は見 られ な か っ た ． こ
れ に 対 して ． 工 型 コ ラ ー ゲ ン は軟骨基質 に 東陽性 を示
した ． 症例19で は
，
V 塾コ ラ ー ゲ ン も 軟骨基質 に 弱陽
性を示 した ． VI 型コ ラ ー ゲ ン は びま ん 性 に 弱陽性 を示
し た ． IIl型 コ ラ ー ゲ ン の 陽性所見は得 られ な か っ た ，
表 3 は， 以 上 の 胎 児軟骨 お よ び軟骨性腫瘍 に お け る
型別 コ ラ ー ゲ ン の 分 布 を まと め たも の で あ る ．
考 察
コ ラ ー ゲ ン は細胞外 マ ト リ ッ ク ス の 主 な 成分で ， 皮
帝や 躍の 67n m 周期の 特徴的な縞模様 を示 す線経と し
て古く か ら よ く知 られ て い る 25，ソb －． コ ラ ー ゲ ン に は 遺
伝子 の 異 な る 多く 揖 種類が 存在し．
．
現 在ま で に 13種 類
の 分 子種 り 型 へ X Ill 型1カ 洞 定さ れ て い る2丁 祀 ，， こJう
う ち軟骨 に は ， 少 な こ とも工工型 ， VI 型． 工X 型， X 型，
Xl型 の コ ラ ー ゲ ン が 含ま れ てし－るこiI 3こ－－． 軟骨 コ ラ ー ゲ
ンの 主要成分で ある1工型
．
IX 型お よ び XI型 コ ラ ー ゲ
ン は
， ほ ぼ 8 こ 1 二 1 の割合て 存在し．い ， フ ロ テ オ ブ
リ カ ン と と も に 直径 1t トノ8－In nlJ欄 線維 を形 成し て し－
る － 軟骨の コ ラ ー ゲ ン 細線推 は ， H 型コ ラ －ーゲ ン と
Xl 型コ ラ ー ゲ ン で 形 成さ れ る線 維出 ま わ り を工X 型コ
ラ ー ゲ ン が 周 期 的 に 柁 を出す よ う に 配列 し ． コ ラ ー ゲ
ン細線維の 太 さ を調節 し て い る と考 え ら れ て い る．－だ3I
X 型コ ラ ー ゲ ン は
，
1982 年に Gibs o n らJJl一， Schmid
ら35靭 に よ り 同定 され た コ ラ ー ゲ ン で
， 分 子量 が 59 K
の ぼ 1くXl鎖 の ホ モ ト リ マ ー で 構 成 さ れ て い る ．
Gibs o nら 34，は軟骨細胞の 遺伝子発現 に 対 す る 細胞外
マ トリ ッ ク ス の 影響を み る た め に ， 18 日目の ニ ワ ト リ
1 85
胚 胸骨 の 軟骨細胞 をI 型 コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 内で 培嚢 す る
と ， H 型 と も I 型 と も異 なる 59 Eの コ ラ ー ゲ ン の 合
成が活性化 さ れ る こ と を見 い だ し た ． こ れ は ペ プ シ ン
消 化 で 45 K と な り， そ の Cya n Ogen br o mide
くC N Bり ペ プチ ドの 型も既知 の コ ラ ー ゲ ン と 異な る こ
と か ら ， G コ ラ ー ゲ ン と 名 づ け ら れ た 帥 ． 一 方 ，
Schmid ら3 珊 は12日日 の ニ ワ ト リ胚 の 軟骨 か ら こ れ
と 同様 の コ ラ ー ゲ ン を見い だ し ， その 合成 は軟骨 に 石
灰 化が起 こ る軟骨細胞の 肥大化部位で 活発 で ある こ と
を報告し た ． 後 に こ の コ ラ ー ゲ ン は
，
X型 コ ラ ー ゲ ン
と命名 され ， こ の コ ラ ー ゲ ン に 対す る抗体 を用 い た研
究 で も ， X 型コ ラ ー ゲ ン の こ の 部位 へ の局在が 明ら か
と な り ， 休止軟骨細胞， 増殖軟骨細胞， 骨 な どに は発
現 し な い こ が わ か っ た
37 ト 抑
． す な わ ち
，
X 型コ ラ ー ゲ
ン は軟骨が 骨 に 移行す る過程 に お い て ある 時期に の み
発現 す る コ ラ ー ゲ ン で あ り ， 軟骨内骨化 に お い て 重要
な役割 を担 っ て い る と 考え られ て い る ．
軟骨 コ ラ ー ゲ ン の も う．仰つ の 主 要な 成分 で あ る Xl
型 コ ラ ー ゲ ン は ， 1979年 に Bu rge s o nらが と 卜関節軟
骨よ り分離精製 し， 最抑 ま1 ぽ
．
2 庇 ， 3 打 と呼 ばれ




ト リ プル ヘ リ ッ ク ス 分子 を作 っ て い る と考え ら れ る結
果 が 得ら れ
，
此 1 くXり． 甜 2 く玉川 ， 仔 3 くX 工1 と名称
が付 けら れ た29I． 庇 1 くX lナ鎖 と ぽ 2 くXn 鎖が独 立 し
た遺伝子産 物 で あ る と い う こ と は ， C N Br ペ プ チ ドの
型 や 得 ら れ た 遺伝 子 よ り 明 ら か と な っ た が
，
丑 3
くX Il 鎖 に 関 し て は C N Br ペ フ
ノ
＋ ドの 型 が
．
II 型コ
ラ ー ゲ ン の ぴ 1 り11鎖 と似て い る た め に
，
そ の 独 立性
に 関し て は ま だ 完全に は確定さ れ て い な い 121J31
今回著 者が精製 し ， その 分布に 二八 －て 検討 し たIX 型




S him oko m aki らに
よ り
，
H 型 と異 な る新し い コ ラ ー ゲ ン M が軟骨中 に
存在す る こ と を報告し た こ と 吊 に 始圭 る ． そ の 後 数 グ
ル ー プ か ら 次 々 と 独 白 に ， C－P Sl，2LL5一こ HM W ，
MW ll
一
こM l， M 2
4 6 一
ニ H， J17， コ ラ ー ゲン と 名づ け られ た コ
ラ ー ゲン ペ 7 チ ドが
，
そ れ ぞ れ 異 な っ た 方法 で抽出さ
か た ． ニれ らの 報告 は
．
い ず れ も ペ プ シ ン 消化 に よ っ
て コ ラ ー ゲ ン を抽出し て お り
．
し たが っ て
， 得 ら れ た
断片が－一つ Jつ分子 か ら 由来し たJつか 否か の 結論が 得 ら
れ な か っ た ． 1984年 ， NiIl O nliさ
，a ら
1－
は ． 軟骨 特異 的蛋
白質の CD N Aを 作製 す る途中で H 型コ ラ ー ゲ ン と は
異 な る コ ラ ー ゲ ン 構造を 含ん だ ある 種の CD N Aを 得
た ． 3200 塩 基対の 長さ の CD N A 塩基配列か ら 予 想 し
た蛋 白の 構造と ， 上 記の ペ プ チ ドの 構造 とが 同 じも の
で ある こ と が 判明し ， 1X 型コ ラ ー ゲ ン の 存在が 初め て
明 ら か と な っ た ． 一 方 ， 1983年 ， 軟骨 か ら得ら れ た プ
186
ロ テ オ グ リ カ ン の う ちの 一 つ の コ ア 蛋 白質くP G l刃
が
，
コ ラ ー ゲ ン桟橋造 をも つ と い う 報告が No roら48一
に よ り 発表され ， 後 に こ の コ ア 蛋白質がIX型 コ ラ ー ゲ
ン と同 一 で あ る と い う 事実が Va ugha n ら
49Iに よ っ て
確 か め ら れ ． 1X型 コ ラ ー ゲ ン の 存在が確定し た ．
ヒ トのIX型 コ ラ ー ゲ ン は 庇 1 く1Xさ， 庇 2 く1礼 ぽ 3
くI刃 の 3 本の 異 な っ た 改 鎖 よ り 構成 さ れ
1 馴
， S D S－
P A G Eに よる 分 子 量は還元 後 で a lく1Xlが 84 K， a 2
くI刃 が 115K， ぽ 3 く工刃 が 72 Kで ， 全体の 分子 量 は
約 270 K であ る23，． IX型 コ ラ ー ゲ ン の ぽ 1鎖は N 末端
に 25 Eの 非コ ラ ー ゲ ン 性 ペ プ チ ド くN C41が 結合 し ，
ぽ 2鎖の N C 3に ほ グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン 鎖 くコ ン ド
ロ イ チ ン 硫酸あ る い は デル マ タ ン 硫酸1 が 結合 し て い
る
抑 － 52l
， さ ら に
，
H 型コ ラ ー ゲ ン と の 間 に リ ジ ン 残 基
由来の 架橋共有結合 を形 成し ， 軟骨の コ ラ ー ゲ ン細線
維 を構成 して い る 錮 J ． IX 型コ ラ ー ゲ ン が 形成 す る 三
重 ラ セ ン 構造 の 中に 2箇所の 非 コ ラ ー ゲ ン性 ド メ イ ン
くN C 2， N C 3ナが 存在 し ， こ の 部 位が ペ プ シ ン 消化 さ
れ ， 今 回 の 精 製 で 見 ら れ た よ う に H M Wお よ び
L M W と して 抽 出され て く る も の で あ る ． H M W と
LM W を ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ くBio－Gel A－5ml に
よ っ て H M Wの み に 精製 し ， こ れ を S Dラ ッ トに 免
疫 し て 抗IX型 コ ラ ー ゲ ン 抗体を 作製 した が ， こ の 抗体
は ， ヒ トH 型コ ラ ー ゲ ン と も 交叉 反 応す る 可 能性 が高
い
． そ こ で ， さ ら に じ 卜H 型コ ラ ー ゲ ン 充填 の ア フ ィ
ニ テ ィ ー カ ラ ム に か け て H 型コ ラ ー ゲ ン と 交叉 す る抗
体 を吸着さ せ 除去 す る こ と に よ っ て ， IX 型コ ラ ー ゲ ン
くH M WI と特異的 に 反 応 す る 抗体 を得 る こ と が で き
た ． こ の 抗体 は ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ 法 で
H M Wの バ ン ドの み を認識 す る と と も に 胎児 正 常軟
骨 パ ラ フ ィ ン切 片上 で 従来の 報告7 脚 56，と 同様 の 反 応を
示 し た ． 本研究 で は こ の よ う に して 作製し た 抗I X 型コ
ラ ー ゲ ン ポリ ク ロ ー ナ ル 抗体 を用 い て 軟骨性腫瘍 に お
け る工又型 コ ラ ー ゲ ン の 分 布特性 を調 べ た も の で あ る ．
免疫染色 に 際し て は ， lX 型コ ラ ー ゲ ン の 抗原決定基
くエ ピ ト ー プ1 が 多量 の プ ロ テ オ ブ リ カ ン に よ り 覆 わ
れ
， 染色性が 失われ る55，とtlう 事実が 確認さ れて い る
の で
， 前処 置と し て ヒ ア ル ロ ニ タ
や
－ ゼ 消化 を十分 行 っ
た 上 で 免疫染色を行 い 良好な 結果 を得た ． 他の 型 別 コ






V工型j を併 用 し
て
，
A B C法 に よ りそ の 局 在 を調 べ て み る と
，
胎 児 軟
骨 で は ， 従来の 報 告7I55，5 郎と 同様に H型 コ ラーゲ ン ， lX
型 コ ラ ー ゲ ン と も に ， 軟骨基質 に 均等に び ま ん性 に 分
布 し てい た ． 一 方 t 内軟骨歴 と 軟骨肉腫異型度 1 で
は ， H 型コ ラ ー ゲ ン は
， 軟骨基質に び ま ん性 で網状 に
分布 して い る の に 対 し ， 工X 型コ ラ ー ゲ ン は軟 骨基質に
顆粒状 ， 線状な い し網状 に 染色さ れ る特徴 を有 して い
た ． 従 っ て
，
IX型 コ ラ ー ゲ ン の 不 均等不 規則 な免疫染
色性が ， 腫瘍性軟骨基質 の 初期変化 と考 え られ る ． 軟
骨肉腫 異型 度 2 ， 異型 度 3 と異型度が高 く な るに つ れ
て軟骨型 コ ラ ー ゲ ン で あ る H型 と工X型 コ ラ ー ゲ ン の 免
疫染色性 は低下 ま た は消失 し た ． こ れ に 代 っ て非軟骨
性問質型 コ ラ ー ゲ ン り 型1 肛 軋 V 型うが 沈着出現す
る こ と が注目 さ れ た ． お そ ら く腫 瘍細胞 は ， 組織学的
異型度 の 増加 と と も に 軟 骨細胞 と し て の 性 質が う す
れ
， 多様 な コ ラ ー ゲ ン分 子 種 を発現 す る よう に な ると
思わ れ る ． こ れ ま で に 軟骨肉腫の コ ラ ー ゲ ン の 分 布特
性 に つ い て は若干 報告さ れ て い る ． ま ず ， Re mberg－
e r ら 珊 は ， 2例 の軟骨歴 と 6例 の軟骨肉腫 に つ い て免
疫組織化学的 に 調 べ た結果 ． H型 コ ラ ー ゲ ン は ， 軟骨
歴 と高分化型軟骨肉腫 の 場合 に の み染色性が 見 られる
が ， 低 分化型軟骨肉腫 で は陰性 で あ る と 報告 し て い
る ． 問 質型 コ ラ ー ゲ ン の 出現 に つ い て は著者 の 成績と
異 な り ， 軟骨肉腰全例 に お い て 工 型 コ ラ ー ゲ ン が陰
性 ， 工1I 型コ ラ ー ゲ ン が 陽性 で あ っ た と述 べ て い る ． し
か し ， 最近教室 の Ueda ら
IOIは 内軟骨腰 6例 と軟骨肉
腫 9例 に つ い て ， 抗 ヒ ト型別 コ ラ ー ゲ ン り 型 ， 工工型，
m 型， V型 ． V工型1 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗体 を用 い て精査
し て み る と
，
内軟骨腫 の コ ラ ー ゲ ン 分布 は正 常軟骨と
非常 に 類似 し て い る が ， 軟骨 肉腫 で は ， 組織学的異型





V 型1が 出現 し ， 逆 に工工型 コ ラ ー ゲ ン は 減少
す る と い う結果 を報告 し た ． 著者の 成績 は Ueda ら 岬
の 所見 と 同様で あ っ た が ． 工X 型コ ラ ー ゲ ン の 局 在を加
え て 軟骨性腫瘍 の 基質 を考 え て み る と ． 腫瘍性軟骨に
お い て は工X 型コ ラ ー ゲ ン の 沈着異常が H型 コ ラ ー ゲン
の それ に 先立 っ てし1 る こ と を指摘で き る よう に 思 われ
る ． 免疫染色性 の 異常 が コ ラ ー ゲ ン の 質的 ま た は壷的
変化 を どの 程度 反映 す る か に つ し1 て は推測の 域 を出な
い が ， 工X 型コ ラ ー ゲ ン の 丑 2鎖 に は グリ コ サ ミ ノ ブリ
カ ン が 結合 し て い る こ と か ら プ ロ テ オ ブ リ カ ン の 変化
と密接 に 関連 し て い る異常病変 を表 し て い る の か も知
れ な い ． Bu ckw alter
捌
は 8例の ヒ ト軟骨肉腫 し異 型 度
1
，
1 例i異型 度 2 ， 6 例言 異 型 度 3 ， 1 例1 の プ ロ テ
オ ブ リ カ ン に つ い て 電子 顕 微鏡 を使 っ て調 べ ， ウ シ正
常鼻中隔軟骨 と比 較 し た ． そ の 結果 ， 軟骨肉腫 に よ っ
て産 生 され る プ ロ テ オ ブ リ カ ン の 基本構造 は正 常軟骨
と同 じ で あ るが
，
プ ロ テ オ ブ リカ ン の コ ア 蛋白は 正常
軟骨 に 比 べ て長 さが 短 い と報告 し て い る ． ま た ， 大部
分の 例 で軟骨肉腫 の プ ロ テ オ グ リ カ ン に お け る コ ン ド
ロ イ チ ン 硫酸の 側鎖 は ， 正 常軟骨 に 比 べ て長 い と 述べ
て い る ， 症 例数 が限 られ て い るの で 軟骨肉腫 の 異型度
軟骨性腫瘍 のIX 型コ ラ ー ゲ ン
との 関連 に つ い て は記載さ れ て い な い が ， 軟骨 基質 が
正常軟骨 と軟骨性腫瘍 に お い て 質的に 異な る と い う 可
能性 を示 唆 し た点 は重要と思わ れ る ． ま た ， Pal ら 別
は ， 6例 の と 卜軟骨肉腫 か ら プ ロ テ オ グ リ カ ン を抽出
し生化学的 に 調 べ ． 正 常関節軟骨 と 比較 した ． そ の 結
果， 高分化型 軟骨肉腫で は， ケ ラ タ ン硫 酸の 畳 と側鎖
の 長さ は正 常小児の 関節軟骨と ほ ぼ 同 じで あ る が ， よ
り悪性度の高 い 軟骨肉腰 で は ， ケ ラ タ ン硫酸 の 畳も側
鎖の 長さ も減少す る と 報告 して お り ， ケ ラ タ ン硫酸 の
量と側鎖の長さ は軟骨肉腫の 組織学的異型度 と関連 が
ある と報 じ て い る ． ま た ， He r wig ら58恨 ， 4例 の ヒ ト
軟骨肉腫か ら プ ロ テ オ ブリ カ ン と グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ
ン を抽 出し生化学的 に 調 べ た 結果
，
異型 度 の 増加 と と
も に プ ロ テ オ ブ リカ ン サ ブ ユ ニ ッ ト の 分子量 と グリ コ
サ ミ ノ ダ リ カ ン の 量 が 減少 し， 腫瘍性軟骨 が質的に も
量的に も異 なる と 報告 した ． し か し ， Palら 別の 報告 と
は異な り
，
ケ ラ タ ン硫 酸の 量に 異型度 と の 相関性 は見
られ な か っ たと 報告 して い る ． －．一 方 ， T ho n a rら5g，は ，
軟骨肉腫 は ， 正 常軟骨 に 含ま れ る す べ て の グ リ コ サ ミ
ノ グリカ ン をも っ て お り
，
ケ ラ タ ン 硫酸 の 大 き さ は正
常軟骨 と同 じで あ る と 報告し て い る ． 従 っ て ， 軟骨性
腫瘍に お い ては そ の 基 質を構成 する コ ラ ー ゲ ン や プ ロ
テオ グ リカ ン に 質的な ら び に 量 的 な多様性が も たら さ
れる もの と 解釈さ れ よ う ． 著者の 指摘 し た内軟骨腫 に
お け るH 型コ ラ ー ゲ ン と工X 型コ ラ ー ゲ ン の 局在 の 差異
が質的なも の か ま た は 量 的に工X 型コ ラ ー ゲ ン が も と も
と少な い こ と に 由来す る か に つ い て は分 か ら な い ． つ
まり ， 腫 瘍に お い て はIl 型コ ラ ー ゲ ン 緑椎上 にIX型 コ
ラ ー ゲ ン が 規則的に 配列し て しユ るの か 否 か に つ い て は
免疫電顕で確か め る必要が あ ろ う ．
軟骨肉腫は ， 良性 の 内軟骨腫 とき わ め て よ く 似た 組
織像を取る60 ト 6．り． ま た
， 異型 度1 の 軟骨 肉腫 に お い て
は
， し ばし ば 内軟骨歴 と の 鑑別に 苦 慮 し ， 臨床経過 や
画像所 見な く し て は診断で き な い 場合が 多 い ． 本邦 に
お け る軟骨肉腫 の 5年 生存率 は1972 年の 登 録例 よ り 追
跡を行 っ た 調査 で は約63％で あ る 弧 ． ま た Ev a n sらIn
は71例の 軟骨肉腫 で 5 年生存率 を調 べ
．
軟骨 肉腫 異 型
度1 が90％ ， 異 型度 2 が81％ ， 異 型 塵 3 が43 ％ と報告
して い る ． 異 型度 1 あ るい は異型 度 2の 軟骨肉腫 を生
検時に 内軟骨腫 と鑑 別 が で き ず腫 瘍梯爬術の み 施行さ
れた場合に は ， 軟骨 肉腫 は局 所再発 し ， 予後不 良と な
る ． こ の よ う に
， 軟骨 肉腫 に お し－て は
， 化学療法や 放
射線療法が あ ま り有効 で な い こ と も あ っ て
， 初期に 適
切な腫瘍摘出手術 を行 な う こ と が き わ め て 重 要 で あ
る 一 本研究 に お い て工X 型コ ラ ー ゲ ン の 分布特性か ら
，
軟骨性腫壕 の 良 悪 性 を考 え る と 次の 2点 が 強調さ れ
187
る ． 第 叫 は 内軟骨 腫 で は H 型コ ラ ー ゲ ン が び ま ん性均
等 に 染ま り ． IX型 コ ラ ー ゲ ン が 不規則 に 分布 し ， 非軟
骨性問質型 コ ラ ー ゲ ン り 型 ， 11I型 ， V 郵 は胎児軟骨
と同様 に 陰性 で あ る と い う こ と ． 第 二 に は ， 既 に
Ueda ら
IO，が報 告し て い るよ う に 軟骨肉腫 で は 組織学
的異型魔 の 増加 と とも に 非軟骨性問質型 コ ラ ー ゲ ンが
染め 出さ れ ， 軟 骨型 コ ラ ー ゲ ン で あるI工型 とIX型 コ
ラ ー ゲ ン の 染色性が低下す る こ と で ある ． こ の こ とは
基質成分の 構成異常が ， 細胞 学的異型度や組織学的異
型度と と も に 悪 性度の 指標と して 有用 で あ る こ と を意
味す る ． こ の よう に 腫瘍細胞 が産生す る 基質成分 に 着
目 し て 良悪 性 の 補助判定 を行 なう こ と は ， X工 型コ
ラ ー ゲ ン や X 型コ ラ ー ゲ ン
，
プ ロ テ オ ブリ カ ン の コ ア
蛋白 の 分布特性 を加 える こ と に よ りさ ら に 役立 つ もの
と 考え られ る ．
結 論
胎児 軟骨 ， 内軟骨腫お よ び軟骨肉腫に お け る型 別 コ
ラ ー ゲ ン り 型 ， 工I 型， 工II 型， V型 ， Vエ型お よ び工X
型1 の 分布 を ， 型特異的抗 コ ラ ー ゲ ン抗体 を 用 い て 免
疫組織化学的 に 観察 し， そ の 分布特性に つ い て 検討し
た ．
1 ． ヒ ト胎児お よ び 小児の 肋 軟骨か ら ペ プ シ ン 消化
に て コ ラ ー ゲ ン を抽出し ， 塩析法お よ び ゲ ル ク ロ マ ト
グラ フ ィ に よ り工X型 コ ラ ー ゲ ン を精製し た ． コ ラ ー ゲ
ン の 純度 は
，
S D S．P A G E と細菌性 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 消化
試験 を併用 し て確認し た ．
2 ． 工X 型コ ラ ー ゲ ン を S Dラ ッ ト に 免疫 し て 得ら れ
た抗血 清か ら ， ア フ ィ ニ チ イ ク ロ マ ト グ ラ フ ィでIX型
コ ラ ー ゲ ン に 特 異的な抗体を精製し た ． エ ラ イ ザ 法に
よる 阻害試験 お よ び ウ エ ス タ ン プ ロ ツ テ ィ ン ブ法 に よ
り 抗体特異性 を検定し た ．
3 ． 胎 児軟骨 では ． Il 型お よ び工X型 コ ラ ー ゲ ン は軟
骨基質 に 均等 に びま ん性 に 分 布し て い た ． m 型 コ ラー
ゲ ン は軟骨 細胞Jう周囲に 局在 し て し1た ． ト型
．
1王卜里お
よ び V 型コ ラ ー ゲ ン は陰性 で あ っ た ．







コ ラ ーゲ ン は胎 児軟骨と 同様 の 所見 て成 一 J た が ． 工X 型
コ ラ ー ゲ ン が 不 規則な 分 布を 示 す と い う 点 で 胎 児軟骨
と 山 間 に 違 い が み ら ゎ た ．
5 ． 軟骨肉腫 で は
． 組織学的 異型 度が増加 する に つ
れ て 問質型 コ ラ ー ゲ ン り 軋 1H 型． l7 馴 が 沈 着し ．
Vl型 コ ラ ー ゲ ン が び ま ん 化し ， 1X 型コ ラ ー ゲ ン が H 型
コ ラ ー ゲ ン と と も に 減弱化 し た ．
以 上 の 所見か ら ， 軟骨性腫瘍 で はH 型コ ラ ー ゲ ン の
免疫染色性が減弱化す る と同時 に1X型 コ ラ ー ゲ ン が 不
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均等 に 分布す る よ う に な り ， ま た ， 組織学的悪性度の
増加 と と も に 非軟骨性問質型 コ ラ
ー ゲ ン 分子 種が 発現
さ れ る も の と推測さ れ た ．
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Key w ords chondros ar C O m a， e n Chondro m a， C Ollagen，im m u n ohistoche mistry
A bstr aくニt
T he distin cdv e tissuelcx3alizatio n ofc ollage n typeS， Pardcularly oftype E c ollage nin h um an
C ar tilagin o us tu m orsく7 cases ofen chondr o m a and lO cases of chondrosar C O maJw as e x amined
i mm un Ohistoche mically using affinity－puri 鮎d an tibodies again st typeI ， エ ， 軋 V， VIand DEcoト
1age n， and wer e c o mpared with hum anfetalc artilage． In the ftalcarti1age m abix， tyPeS 正 andIX
C Ollagen w e r edifuselydistributed， and type VIc ollagenlocalized peric ellular1y． TYpeS I ， H， and
V collagen w ere n otfo und ． T he m a由ces ofenchondrom as andgradelchondrosarc o m aswer esimi－
1ar tOfetal c ardlage exc ept that type E c ollage n w asirregularly dis打ibuted． In chondrosarc om as，
typesH and 工芸 c ollagen bec am edecre ased andpo orlyi mm un OStained wi th incre asing grades of
m align an Cy， and in stead， nOn－C artilagin ousintersti tialco11agenり ，H and Vlappear ed diffuselyin
the m a由 x． Type VIc ollagen w a sals odispersed in theinterce11 ular areaa ndtended to10Seits territo－
ri al 10Cal izatio n， T hese丘ndings suggest that the n e oplastic c artilage co uldbe characterized initially
by an u neV ndis 甘ibution oftype E c o11agenpn or toalter atio n oftype H c ollagen， and in higher
grade chondro s a rc o m a sitisfor m ed by thedeposition of interstitialc o11agensinstead ofthe ordinary
COllageno u spr oteins ofcartilage m a 打ix ． n is diver s e expressio n of interc e11ular C O mpOne ntSin c ar ti－
1agin o us t um OrS m aybe o ne of indicatorsfor malign an Cy．
